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論文内容要　旨
神経堤細胞は発生初期に上皮一間充織転換(epithelia1-mesenchymal transtion､以下EMT)
をおこした後､様々な場所に移動し､多様な細胞種に分化する｡神経堤細胞のEMTにはcAMP依
存性プロテインキナ-ゼ(以下､ PKA)シグナルが重要な働きをすることが分かっているが､その
機能の全貌は明らかにされていない｡PKAによってリン酸化される転写因子の1つであるATF4は､
マウス腔において神経堤細胞に発現することが知られているが､神経堤細胞での機能は調べられて
いない.そこで本研究では､神経堤細胞の発生におけるATF4の機能を調べることを目的としたo
抗ATF4抗体を作製しその発現分布を調べたところ､神経堤細胞に強い発現がみられ､さらに､
ATF4タンパク質はEMTをおこす直前の神経堤細胞の核に蓄積することがわかった｡次に､ ATF4
の活性を調べるためにATF4を神経管に遺伝子導入し､表現型を調べた｡その結果､完全なEMT
を示すような表現型は観察されなかったが､ N-ca(肋erl'D､ Cadhen'n6B, SoK2の発現レベルの減少､
zntegTIDβ1やCa曲en'D7の異所的発現の誘導などEMTの指標の一部が認められたことから､ATF4
は神経堤細胞のEMTの促進に働いていると考えられた｡そこで､神経堤細胞のEMTを促進する転
写因子の1つであるSax･9をATF4と共に神経管に導入したところ､それぞれを単独で導入するよ
りも効果的なEMTが誘導された｡また､恒常リブレッサー型のATF4を神経板外植体や予定神経
堤領域に遺伝子導入を行うと､ EMTが阻害され神経堤細胞が上手く移動できないことが分かった｡
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これらの結果から､ ATF4は他の転写因子と協調してEMTを促進し､正常なEMTに必要であると
結論された｡
また､ ATF4mRNAの分布と比較してATF4タンパク質は神経堤に限局して強く発現しているの
が観察され､ ATF4は転写後､または翻訳後に何らかの制御を受けている可能性が考えられた｡そ
こで､ ATF4の分解に関与するE3ユビキチンリガーゼのサブユニットである6-TrCPによる認識配
列に変異を導入したATF4発現ベクターを神経管に導入し､野生型のATF4とタンパク質の発現効
率を比較した｡その結果､ 6-TrCP変異型ATF4では発現効率の上昇がみられた｡したがって､神経
管ではATF4が翻訳後に分解されることで発現レベルが低く保たれていると考えられた｡また､
ATF4の6-TrCPによる分解を抑えるp300タンパク質が神経堤細胞に強く発現しており､ ATF4タ
ンパク質の分布と類似していた｡そこで､ p300を神経管に遺伝子導入すると､内在性のATF4タン
パク質の発現の上昇が観察された｡これらのことから､神経堤細胞ではp300がATF4タンパク質
を安定化していると考えられたoまた､ PKAによってリン酸化される配列に変異を導入したATF4
の神経管におけるタンパク質の発現効率も上昇していたことから､ PXAがATF4タンパク質の分解
促進に寄与していると考えられた｡
以上の結果から､dTF4は他の転写因子と協調して働く神経堤細胞のEMTプログラムの構成要素
であり､その神経堤細胞特異的な発現はタンパク質の分解/安定化によって制御されていることが
明らかになった｡
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本研究は､神経堤細胞において転写因子ATF4のタンパク質が安声化されることが上皮･間充
織転換-(革pithelial-坦esenchymal竺ransition以下､ EMT)の促進に重要であることを解析し
たものである｡神経堤細胞は発生初期に神経板と表皮外腔葉の境界部に形成される細胞集団で､
形成された段階では上皮細胞だが､ EMTをおこし移動能を獲得した後は腫体内を様々な場所に
移動する｡神経堤細胞がEMTをおこすメカニズムにはいまだ不明な点が多く､その全貌は明ら
かにされていない｡
本研究では､ EMTの制御機構の理解のために､転写因子ATF4に着目して研究を行った｡
神経堤細胞のEMTにはSox9やSnai12､ Foxd3等の転写因子が機能していることが報告されて
いるo今回､新たにATF4が神経堤細胞のEMTを促進する因子であることを明らかにし､ATF4
がFoxd3を介して他の転写因子と協調して働いていることを示したo　このことは､神経堤細胞
のEMT制御を理解する上で重要な発見であると考えられる｡
さらに､ ATF4タンパク質は神経上皮細胞ではプロテアソームにより分解されるため発現レベ
ルが低く保たれているが､神経堤細胞ではp300によって安定化されることで核に蓄積すること
を明らかにした｡この結果から､ ATF4タンパク質の細胞質特異的な分解､安定化が神経堤細胞
のEMTの促進に重要であることを兄いだした｡このことは､神経堤発生におけるタンパク質の
安定化の重要性を示したものとして画期的であり､重要な研究と評価できる｡
ATF4は癌の悪性化ともに発現レベルが強くなることが報告されており､神経堤発生だけでな
く癌の浸潤など一般的なEMTのメカニズムの理解を深める上で今回の発見が大きな貢献をす
ると期待されるo以上のことから､本論文はオリジナリティーの高いものであり､学位授与に十
分値する｡
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